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. DEMANDE DEPOSEE AU NOM DU : Centre de Biotechnologie de Sfax 

INVENTEURS: Karima SRIH-BELGUITH, Monia MEZGHANI, Radhouane ELLODZ et 
; Samir BEJAR 

TITRE: Originality de La Glucose Isom6rase de la souche Streptomyces sp. SK: 

caract^risation de l'activite' et de la proline et utilisation de l'enzyme pour la 
bioconversion de sirop de glucose en sirop d'isoglucose. 



LA GLUCOSE ISOMERASE DE LA SOUCHE DE STREPTOMYCES SP. SK 



DESCRIPTION DETAILLEE 

L'invention concerne une glucose isomerase de propriet^s physico-chimiques 
int6ressantes pouvant etre explore k l'echelle industrielle. Dans sa tonne generate, ce brevet 
concerne la production et l'exploitation des enzymes d'intdret industriel dans le domaine de 
l'agro-alimentaire. 

L'invention a pour objet le criblage, la "caractdrisation et l'utilisation d'une glucose 
isomerase ayant des caracteristiques originales. Elle concerne 6galement le clonage et le 
s£quengage du gene correspondant ainsi que 1' analyse de la sequence en aa de l'enzyme. 

Les glucoses isomdrases sont dgalement connues sous le nom de xylose isomerase 
puisque, in vivo, le role connu de ces enzymes est la bio-conversion du xylose en xylulose 
lequel sera utilise dans le cycle des pentoses. C'est en fait la reaction d'isomdrisation de 
glucose en fructose qui a un intdret industriel puisqu'elle est exploitde pour la byconversion 
de sirop de glucose en sirop d'isoglucose un melange de glucose et de fructose. En effet, au 
cours de cette byconversion il y a formation d'un melange equilibrd de glucose et de 
fructose. Pour ddplacer cet 6quilibre en faveur du fructose, il faudrait travailler h haute 
temp6rature. Cependant, il est dgalement souhaitd de maintenir un pH relativement bas faute 
de quoi des reactions secondaires productrices de produits ameres vont s'opdrer. 

II existe actuellement plusieurs glucose isom^rases ayant une temperature optimale de 
fonctionnement tres 61evde, telles que celles etudiees a partir de Streptomyces flavovirens, 
Streptomyces olivochromogen.es, Streptomyces violaceoniger, Lactobacillus brevis. 
Cependant, la totality de ces enzymes ont un pH optimum relativement 61ev6 (7.5 & 9). Ceei a 
pour consequence de limiter rutilisation de ces enzymes ou d'abaisser la temperature 
d'isom6risation ce qui rdduit l'efficacite de la reaction. La glucose isomerase de la souche 
Streptomyces sp. SK poss£de a la fois une temperature optimale dlevee et un pH optimum 
bas. 

Sous sa forme sp£cifique, cette invention est caract6ris6e par les etapes suivantes: 

a) 1'isolement d'une souche de Streptomyces ayant une glucose isomerase & partir d'un 
6chantillon de sol Tunisien 

b) la determination des propridtds physico-chimiques de l'enzyme , 

c) l'utilisation de la souche et de l'enzyme pour la byconversion d'une solution de glucose 
pure en solution d'isoglucose (melange de glucose et de fructose) ou d'un sirop de glucose 
en sirop de faictose 

d) le clonage du gene codant pour cette enzyme dans une souche modele de E.colL 

e) la determination de la sequence nucieotidique de ce g£ne ainsi que la deduction de la 
sequence en aa de l'enzyme. 

f) r analyse de la sequence en aa de l'enzyme et la mise en evidence de l'originalite de cette 
sequence. 

L'etape (a) a consiste en Tisolement de la souche Streptomyces sp. SK h partir 
d'echantillons de sols de sources d'eaux chaudes Tunisiennes. Nous avons isoie plusieurs 
souches thermophiles d'actinomycetes sur des milieiix^dfi selection contenant le xylose 
comme unique source de carbone. Toute souche^qm ce type de milieu est sensee 



possdder une activity glucose isom6rase. Les dtudes preiiminaires sur les activites glucose 
isomfrases de ces diffdrentes souches isol6es nous ont incitd k retenir une souche qui a 6t6 
identifide comme etant une souche de Streptomyces (Streptomyces sp. SK ). 

L'etape suivante (b) a consist^ b determiner les caractdristiques physico-chimiques de 
l'enzyme notamment le pH et la temperature optimum. La glucose isom6rase de'Ta prdsente 
invention est formde au sein des cellules bacteriennes qui se ddveloppent pendant sa 
production. Les cellules peuvent etre s6par6es par filtration ou par centrifugation du bouillon 
de culture et utilisdes directement comme source d'isom6risation de glucose. Les cellules 
peuvent etre aussi sdparees par filtration puis rompues par des moyens bien connus. Les 
cellules rompues r&ultantes et leur contenu Iib6r6 peuvent etre utilises comme source 
d'isomdrase de glucose. 

Sur la figure 1 est montre 1'effet du pH sur la glucose isom6rase de la souche 
Streptomyces sp.' SK. Cette etude montre que la GI SK tolfere une large gamme de pH pour 
son activitd et poss£de un pH optimum de 6 h 60°C et de 6.4 h 90°C Cette caract6ristique 
int6ressante fait Toriginalitd essentielle de cette enzyme. En effet, ceci permet de realiser 
l'etape d'isomdrisation k un pH relativement bas ce qui empeche la formation de reactions 
secondaires generatrices de produits am&res. 

La GI SK possede aussi une temperature 61evee. En effet, l'etude de 1'effet de la 
temperature sur la GI SK montre (Figure 2) que l'enzyme est thermoactive puisque la 
temp6rature optimale est de 90°C et qu'elle retient environ 90% de son activitd h 95°C. 

L'£tape suivante a consistd a ddmontrer la capacite de cette enzyme pour la 
byconversion d'une solution de glucose en un melange de fructose et de glucose. Pour se 
faire, nous avons utilise dans l'exemple N°l un extrait brut contenant l'activite glucose 
isomdrase. II est evident que l'utilisation de l'enzyme semi-purifi6e ou purifide sous sa forme 
libre et/ou immobilisde ou encore des cellules entieres libres ou immobilis6es est tout a fait 
possible et realisable. 

Exemple N°l: bioconversion d'une solution de glucose pur en un melange de glucose et 
de fructose 

La souche Streptomyces sp. SK possfede une glucose isomdrase tres performante et 
capable de fonctionner a haute temperature et k un pH relativement bas. Cette souche a et6 
cultiv6e selon des conditions bien determinees. Par la suite, les cellules (mycelium) sont 
r6cup6r€es par centrifugation et sont delates selon un protocole bien d6fini. L'activite GI SK 
a ete alors r6cup£r6e dans le sumageant apres une ultracentiifugation. Cette preparation brute 
d'enzyme a ete utilisde pour la bioconversion. 

Les conditions de bioconversion utilisees sont les suivantes: k 5 ml d'une solution k 
0.8 M glucose, 10 mM MgS0 4 , ImM CoCl 2 , 50 mM Tris/maleate pH 6.4 est ajoute 200)il de 
la preparation enzymatique. La temperature est maintenue & 85°C pendant 120 min pour 
effectuer la bioconversion. Ensuite, la quantite de fructose forme est determinee par la 
methode chromatographique par HPLC. (Chromatogramme 1). \ , 
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Chromaiogramme 1: spectre HPLC d'une solution de glucose pur a vant -bioconversion (A) et aprfcs 
i * bioconversion par 'la GI SK 

Ce chromatogramme montre que la preparation enzymatique est capable de bionconvertir une 
I ■ partie du glucose en fructose. Cette bioconversion peut 6videmment atteindre un maximum de 

[ 55% environ si on prolongeait le temps de la reaction et/ou si on mettait une quantity plus 

importante d'enzyme. 

r - 

) 

1 Exemple N° 2: conditions de bioconversion d'un sirop de glucose DE>95 issu d'un 

•f - hydrolysat de gruau par la GI SK et comparaison avec la GI type Q de NOVO 

1 Industrie 

f r Dans cet exemple sont donn6es a titre indicatif et non limitatif les conditions de 

i „ bioconversion d'un sirop de glucose DE>95 obtenu a partir d'un hydrolysat amylolytique du 

gruau par la GI SK ou par la Glucose isom6rase type Q de NOVO pris ici pour la 
comparaison 



La composition approximative d'un sirop de glucose a DE>95 est la suivante: 

DE 95 a 98 

Glucose 94 a 96 % 

Maltose 2 a 7 % 

Autres maltodextrines 0 a 2 % 



Dans cet exemple, nous avons utilise' en fait des cellules entieres contenant l'activit6 
GI SK. La souche est cultive'e selon des conditions bien determines, puis les cellules ont 6t6 
! ' recupdrdes par centrifugation. Ces cellules sont utilises sans aucun traitement pr^alable pour 

" l'isom&isation en batch. Cependant, il est a noter que d'autres types de preparation 

enzymatique sous forme de cellules immobilizes ou d'enzymes libres (cas de l'exemple N°l) 
] ' ou immobilisees peuvent etre 6galement utilises selon des conditions ad€quates. 

Us conditions de bioconversion par les ceUule£de ; ii^puche Streptomyces sp. SK ou par 
1 'enzyme type Q sont les suivantes: {J$/ ^ 



A 15 millilitres d'une solution k 0.8 M glucose (strop DE>95), 10 mM MgSOi. ImM CoCl 2 , 
50 mM Tris/maleate pH 6.4 est ajoute soit: 



0.1 k 0.2 grammes de la preparation enzymatique dite Sweetzyrtie type Q 
commercialism par NOVO-Industrie. C'est une preparation de cellules entires de 
B. coagulans immobilisdes et conseiliees pour une bioconversion en batch. 
- 0.2 k 0.3 grammes de mycelium (k 13-15% de matiere seche) de la souche de 

Streptomyces sp. SK contenant la GI SK. 
Le meme nombre d'unit^s d'enzymes ont a 6t£ utilise pour chacune de ces deux 
experiences et la temperature est maintenue k 85°C pendant 120 min sous une agitation lente 
pour effectuer la bioconversion. Ensuite, l'isomerase insoluble, ayant reagi, est s^parde de la 
solution par centxifugation,et la quantite de fructose ainsi produite a ete determinee selon le 
procede chromatqgraphique par HPLC (chromatogramme 2). 
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Chromatogramme 2: spectre HPLC dun sirop de glucose k DE>95 avant l'isomerisation ( A), aprfcs 
isomerisation avec la GI SK (B) et aprfcs isom6risation avec la GI Q (C) 

Ce chromatogramme montre clairement que les cellules de Streptomyces sp. SK 
contenant la GI SK sont capables de bioconvertir un sirop de glucose k DE>95 (issue de 
1'hydrolysat du gruau dans notre cas) k un sirop d'isoglucose , un melange de glucose et de 
fructose. Mieux encore, cet exemple montre qu'au pH utilise (6.4 ) qui est tout k fait recherche 
pour une meilleure exploitation k rechelle industrielle, le rendement de la bioconversion 
obtenue avec la GI SK est plus €ltv€ que celui obtenu avec la GI Q et ce evidemment pour la 
meme quantite d'enzyme (nombres d'unites) mise au depart. Ceci confirme evidemment la 
tolerance de la GI SK d'un pH bas. 

L'etape suivante a consiste k cloner le gfcne codant pour la glucose isomerase de 
Streptomyces sp. SK. On sait d6)k que le clonage du gfcne est une etape 'tits importante qui 
permet une meilleure caracterisation de l'enzyme et la construction de souches sur- 
.exprimantes de l'activite en question. Pour rdaUscr^eelcIipina^c, nous avons realise une banque 
genomique de la souche Streptomyces SK dans/unfe^souch^ de E.coli et ce en 

utilisant un vecteur k nombre de copies eieve./'^|^ la banque par une sonde 



specifique, nous avons repere un clone portant le plasmide pBSKl (Figure 3) qui porte te 
gene xylA en entier codant pour la GI SK. La souche de Exoli portant le plasmide pBSKl 
exprime aussi Tactivite GI SK a l'interieure de la cellule. Ceci rend possible l'exploitation de 
ces souches recombinantes ou derivees pour la production de la GI SK. 

Apres avoir doner le g£ne xylA SK, Tetape suivante a consiste a determiner la 
sequence nucleotidique de ce gene afin d'en deduire la sequence en aa de 1'enzyiVie. Pour se 
faire, l'insert de pBSKl portant le gene xylA SK a ete sous clone dans des vecteurs 
appropries. Par la suite, la sequence nucleotidique de 1546 paires de bases incluant le gene 
xylA SK a ete determinee (Figure 4) par les methodes traditionnellement utilisees. 

L'analyse de cette sequence nucleotidique apermis par la suite la mise en evidence 
d'une phase de lecture ouverte qui a ete identifiee comme etant celle du gene xylA codant pour 
la GI SK. Cette phase de lecture code pour une proteine ayant un poids moleculaire theorique 
de 42.7 KDa. L'analyse de la sequence en aa de la proteine XYLASK a montre une homologie 
tres Importante avec d'autres glucoses isomerases (tableau 1) mais elle a montre egalement les 
originalites suivantes: 

1- un taux d'acides amines hydrophobes plus important que les autres xylose isomerases 
notamment en comparaison avec celles d'autres Streptomyces (tableau 1) 



Tableau 1 : comparaison de la GI SK avec d'autres glucose isomerases 



Souches 


Identitc % 


% d'aa hyclrophob< 


Streptomyces sp SK 


100 


47.4 


S. olivochromngenes 


94.04 


45.0 


S. violuceonigcr 


92.49 


46.1 


S. all) us 


91.97 


45.0 


Thermits thcrmophilus 


58.81 


46.1 


B. subt His 


13.21 


46.6 


E.coli 


10.62 


46.9 



1- plusieurs changements dont les substitutions suivantes Sr,3 ~^A 6 3, S 7 o ~^A7o , 
G[ ( )j "►Aioj. Sj33 ."►A 3 j3 et E349 A349 ( Figure 5). 

Ces changements ainsi que le taux cPhydrophobicite eleve permettraient a l'enzyme une 
flexibility plus importante ce qui explique la capacite de cette enzyme a fonctionner a des pH 
bas et a des temperatures elevees. Ainsi, aux proprietes_physicorchimiques originates de 
I'enzyme sont associees une sequence originale. "- : rf >T '."x^^> 



Revindications 



1- Une Glucose Isomerase de la souche de Streptomyces sp. SK (GI SK) 

2- Une Glucose Isomerase, GI SK selon la revendication 1 incluant la souche sauvage 
Streptomyces sp. SK qui produit originellement cette enzyme. : ' 

3- Une Glucose Isomerase, GI SK selon la revendications 1 incluant la sequence en acides 
amines de cette enzyme ainsi que la sequence nucleotidique correspondante. 

4- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications 1 et 2 incluant tout autre gene 
codant pour une proteine glucose isomerase ayant une homologie superieure ou egale a 95 
% a la sequence du gene codant pour AmyUS 1 00 • 

5- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications 1 a 4 incluant tout autre glucose 
isomerase ayant une homologie superieure ou egale a 98 % a la sequence de GI SK 

6- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications 1 a 5 incluant la substitution 
specifique suivante G103 _^ Ajoj 

7- Une Glucose Isomerase Gf SK selon les revendications 1 a 6 incluant toutes autres 
souches recombinantes. Nous entendons par souches recombinantes toutes souches de 
n'importe quelle cspece contenanl le gene qui code pour la GI de la souche de 
Streptomyces sp. SK. 

H- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications 1 a 7 incluant toutes utilisations 
de cette enzyme ou de son gene correspondant aussi bien a lechelle industrielle 
qu'academique. 

9- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications I a 8 incluant I'utilisation de 
cette enzyme sous toutes les formes possibles y compris, les cellules entieres ou I'enzyme 
sous leur formes libres ou immobilisees. 

10- Une Glucose Isomerase, GI SK selon les revendications 1 a 5 incluant I'utilisation de 
cette enzyme pour la byconversion cWm sirop de glucose en si.ro p d'isoglucose (melange 
de fructose et de glucose). Nous entendons par sirop de glucose tout sirop obtenu a partir 
d\in hydro lysat cPamidon, de maTs, de ble, d'orge ou de tout autre produit ou sous 
produits amylaces tels que le gruau. 




RESUME 



la caracterisation et 1'utilisation d'une glucose isomerase originate appelee GI SK. 
Cette enzyme a ete decouverte chez une souche de Streptomyces {Streptomyces sp. SK) 
thermophile que nous avons isole d'un echantillon de sol Tunisien. La GI SK possede des 
caracteristiques tres interessantes notamment celle qui concerne une activite specifique 
importante ainsi que la tolerance de pH bas puisque roptLmum de pH est determine a 6.4 a 
95°C. Cette derniere caracteristtque, en plus de la thermoactivite, permet de realiser la 
reaction d'isomerisation a un pH bas et une temperature elevee ce qui' est tres recherche a 
l'echelle industrielle. Nous decrivons egalement le clonage du gene codant pour cette enzyme 
ainsi que la sequence nucleotidique et celle en aa de l'enzyme. Cette derniere se caracterise 
par quelques originalites qui peuvent expliquer les caracteristiques interessantes de l'enzyme 
et ce en comparaison avec d'autre glucose isomerases. Parmi ces origmantes, la substitution 
G[03 -> Ala 1 03. 
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Figure 2 : effet de la temperature sur la GI SK 
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Polyiinker! : 0.24/Nrul.Stul.Xhol. 

PolylinkerZ . : 6.44/Apal.Sfil.Xmal.Clal.Sphl.Ncol.Kpnl.Sstl.EcoRI.Hindlll.PstJ.BamHI. 



Figure 3: carte de restriction du plasmide pBSKl 



ctgcga7:-gtcctcccacac 2.: 

cgcc t gcc ac ac 7gc-c gc gggt c c- ct ct cccggccgtcgc cc gt gg ac accg7 gtggggt gc ct ggcc gt cgccac gacccggccg c-7 ggccgt gtcga g 1 2 0 

C ACG AG C GC C T T GG T G GA C T GG GT G G AC GAGT C C AC AC C G AC G AC G AG GC GG AC C C T C G G CT GC T G AC AT CGGC7 C T C CC T C T T 7 7 7 C 7C G GC T CAOGGG 2 2", 

CTCTGACCTGCGC^TTCACGCTATGCCGGCCCTCTGGGCCCCGGGGTGCGG^ J 20 

TZGGC A.T ACT AAT T T G T AAAT C G C CC T G ACG AAA T AGT C G C AAG C G AG CAAG GAGC CGC G GC A T GAA.C T ACC AG C C GAGC C C CG AG GA 7 AGGT T C AC C T T tiO 

MN'YQPTPEjRFTF 13 

C G GC C T GT GG AC CG T C GGCT GG C P. GG GG CGGG AC CC CT T C GG C G AC CC C A CG CG T C C C G C C C T C G ACC CGGT C GAG G CGGT G C AGC GG C T GGC C G AAC I G 5>0 

CL WTVGW OGRDPFGDATRPALDPVEAVQRLAEL 4 5 

* " GGCGCCTACGGA.GTG-ACCTTCCACGACGACGACCTGATCCCCTTCGGGGCGTCCGACACCGAGCGCGAGGCGCACGTCAA.GCGGTTCCGTCAGG^GCTCG 6^0 

G A Y G V T F H ODD L I P TC A 5 DT E R E A H V K R F R Q A L 90 

AC GC G ACC GG C AT G AC CG T T CC G A T G GC C AC C AC C AAC C T CT T C AC C C AC CC C G T C T T C AAG GAC G GC GC GT T C AC CGCC AAC G 11 C C G ~G - TGT GC GC CG T>0 

D A T C M T V P M A T T ti L F T K F V F K D G A F T A M D R D V R R 113 

TT AC GCCCTGCGCA.AG ACC ATCCGGAAC ATCCAT CT CGCGGT CG AGCT GG GC G C C AAG GT CTACGTCGCCTGGGGCGGCCGCGAGGGCGCGGAGTCCGGT 8 "> 0 

A I . R K T [ R M t 0 [ . A V E L G A K V Y V A W C G R £ G A E S G 14 6 

■ ■ aagga<:<;t o g ;cc:: :tg: ; a- :ATi iaaggagg-xttcga :c rccrcccccA it a* j ;t cacct cgcagggct acga.ca. iccgcttogoca 92c 

K ^ A A I. V P. M K K A F C, 1. [. G K '( V T tl 0 (» V D ; R FA 179 

TaiA-lOCCA^G^VilAAC^^ 102 o 

[ F. P K F N K R k C, [J [ [. E. I' T ( t; H A [. A F I F R [. R H P E L Y G 213 

mtcaa- :■ ;a- :c;::ov: ;a":^a. ;at. ;.*;; ;ci;v';AA'*ri'::';<:o:A ;".;':at:;;o ;::a.';( v.t 'tgtgi igcgc;' ;aagctc ctc vacatcgacctc i. l;:0 

'/ ;■ K ■; H ->: o ;■< a i; l k ;■■ .; r A o A I. w A G K [. F -i E n I. 24 6 

AAO '.•'!< "i.'AGT'."' ',• '.'.'ATA'AA' *.TA'."< 'J\>.'.t '.t\C',t~. t V.i ;'(";'"' '•' ICC'"",.' ;"<',< VIXIAC'TGCGO'/*' .'( ;';CTTC'r(".« ^"rG ( '^rC!'/.ACCTG''JTGGACrAGC( jC(JG(iCT 1220 

1 ' ''• ( J ."■ t k- y it n () r i j k c; a t; [) i. it a a y w i. v i. i. l ;-; a r; 279 
l . 

';;;:;/v ;■ ;';t':'-.;':i;': ; *A':t r '';a\ :a;v: ; 'uga:':':a:;ga':a:^sa' ";-;a;;sT:;G';o:'^ l .12c 

w ■> ' J " !• !• f K i- 1 \>. v k ; 1 1 ;. c; v w a :; a a m i 1 . n y i. [ [, 313 

r - 

u . <;^\a i^ag'-^'::;^':. r'-i-ri-- ;■;;■•■;''!> ;A-: --- ;f;A :a';^;a ;"C'C•-:TG■:■;T«^' v :G':^•^^^^Tf•^.A<:cA■^cTc•;c^:^A•■;^^: ^ •A *" ;--;*:':g.v:gg' : L4.:g 

K - f ; A A A R A It [■ F. V u F A !. A A I'. E. E> U A F. V ",' A A f» 0 34 5 

o- - 

'T':- "A" • -;a- ■•• ; ; ;* ;;-a :' ;a ;(;A':r:-::;A'- v" :- ; f ; - ; - -.f ;.- :< ;i :t :. : at ;■ ;o:tt*:'.;a ;-:'V;-;t ".-v.^-A-'/T'.'f.ccA t : 
^ _ ■ ■ v a ; ; a ■ ;• 7 a • :-: :. f :• v a a a a .; a f f :. " c- i. a 

it - ">-:<""'• -'-a '-:t ; g- ; : ' ;'.:-:i; ! *.:;;cT*.;AA' :ga .: iA^^virACCv; ;■ ;.;T-:-;AT'-T^\'':'rG f ;';T':GTCArGAGG';G';-vG ::.- ;-;cgg-.:t'.':ga(;c : 

M t. ! H L i. C A R '.*; * * * 3.1.3 

^ - co':vxcGG::j:ccA:csT;;*rrG':G:cTCcc:;G'>G':GCG';':' ■.tgggvc* , ;;:gtg": 

ii . 

i 

i . 

Figure 4: sequence nucleotidique du gene xylA SK et sequence en acides amines de la 
- proteine GI SK deduite a partir de la sequence nucleotidique 




XYLA-STRSK A 6 3 A 70 A103 A333- 

XYLA— STROL S63 S70 G103 S333.. 

XYLA-STRVO S 63 S 70 Gi 03 A333.. 

XYLA-ACTMI S 63 G70 G103 S333.. 

XYLA-AMPSP A 63 G70 G 103 S333.. 

XYLA-THETH Kno K i22 A i5 4 D 380 . 



Figure 5 : Les substitutions les plus importantes reveles apres la comparison de la GI SK 
(XYLA SK) avec d'autres glucoses isomerases. XYLA- STROL: glucose isomerase de 
Streptomyces olivochromogenes; XYLA-STRVO: glucose isomerase de Streptomyces 
violaceoriiger; XYLA-ACTMI: glucose isomerase d' Actinomycetes missonriensis; 
XYLA-AMPSP: glucose isomerase Ampulariella sp. et XYLA-THETH: glucose isomerase 

de thermits thermophilic 



